DETERMINACAO BIOLOGICA DE RESIDUOS DE INSETICIDAS
ORGANO-FOSFORADOS EM ALFACE (Lactuca sativa L.)}
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ABSTRACT

Biological determination of arganophosphorus in
secticide residues on lettuce (Lactuca sativa L.)

Initially, standard solutions of technical insecticides dichlor
vos, mevinphos, methyl parathion, ethyl parathion, phenthoate, diazinon
and malathion were prepared in diluted acetone. Subsequently, 20*th ins
tar larvae of Adedes aegypti(L.) were submitted to increasing levels of
the insecticides in aqueous solutions at 100 ml, approximately, The do
sage x mortality curves were drawn from the percentages of mortality oh
tained after 24 hours, through linear regression as in BLISS (1935).
Three spray applications, apaced at 7-day intervals, were conducted on
lettuce. The following insecticides, with toxic quantities expressed in
% active ingredient/vol., were employed for each application: dichlor
vos EC 100, 0.075%; mevinphos CS 24, 0.036%; methyl parathion EC 60,
0.0427%; ethyl parathion EC 60, 0.024%; phenthoate EC 50, 0.090%; diazi
non WP 40, 0.0527; malathion EC 50, 0.105%. Deposit or residue levels
were determined in samples, collected immediately after the last treat
ment, and also after 1, 3, 7 and 14 days. The bioassay was determined
by the following safety intervals: 1 and 7 days for each malathion and
ethyl parathion respectively. In the cases of methyl parathion, mevin
phos and diazinon, it will be necessary to effect clean-up of the ex
tracts. Due to the fact that Brazilian laws do not set tolerance limits
for dichlorvos and phenthoate it was not possible to stablish safety in
tervals.

INTRODUCAOD

0 estudo da per51stenc1a residual de inseticidas em produtos
agricolas que se destinam a allmentagao humana e animal, constitui na
atualidade, uma das principais preocupagoes das autoridades sanitarias
mundiais.

A bio- analise com diversos organismos sensiveis a inseticidas
tem possibilitado a avaliagao da eficiencia de varios produtos toxicos
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e sinergistas, bem como a presenga de residuos de inseticidas mo solo,
vegetais e produtos de origem animal. NOLAN & WILCOXON(1950), BUSHLAND
(1951) e BURCHFIELD & HARTZELL(1955) utilizaram inseticidas organicos
sinteticos em ensaios biologicos com larvas de dedes aegypr(L )i PIGAT
TI & MELLO(1961) e PIGATTI et alii(1961), larvas de Culex pipiens fbtv
gans Wied e Roberts et alii(1962), adultos de Drosophila melanogaster
Meig.

Diferentes métodos analiticos tem sido empregados na avaliagao
de resTduos de inseticidas em alface: paratiom etilico (SLOAN, 1951 e
SMITH et alii, 1952); parathiom etilico e malatiom (COFFIN, 1966); mala
tiom(SMITH et alii, 1954 e 1955 e RICHARDSON & WESTDAL, 1963); mevinfos
e diazinom(COFFIN & McKINLEY, 1964); fosfamidom(MENZER & DITMAN,  1963)
e monocrotofos e dicrotofos(GIANG & BECKMAN, 1968).

Objetiva-se com o presente trabalho, a avaliagao quantitativa
de residuos de inseticidas organo-fosforados em alface, pela bio- anali
se com larvas de Aedes aegypti(L.), visando o estabelecimento de inter
valos de seguranga.

MATERIAIS E METODOS

a) Estabelecimento das curvas deosagem x mortalidade

Utilizou-se como organlsmo experlmental larvas de A. aegypt?
(L.) no 49 Instar, obtidas da criacao permanente do Departamento de En
tomologia da ESALQ-USP.

A técnica adotada consistiu em submergir 20 larvas do  inseto-
~teste a concentragoes crescentes dos inseticidas diclorves, mevinfes,
paratlom metilico, paratiom etilico, fentoato, diazinom e malatiom, di
luidos em acetona destilada, em solugoes aquosas de 100 ml aprox1mada
mente. Foram empregadas duas repeticoes para cada nivel de diluigao;
parcelas testemunhas receberam 1 ml de acetona destilada. As curvas do
sagem X mortalxdade foram lccadas a partlr das 7 de mortalidade obti
das, 24 horas apos a exposigac aos toxicos e de conformidade com BLISS
(1935) Foram consideradas mortas as larvas que ao serem tocadas com um
bastao de vidro, mostraram-se incapazes de executar movimentos  matato
rios apreciaveis.

b) Aplicagao dos inseticidas

Em cultura de alface, variedade Baba, de horta comercial locali
zada em Piracicaba - SP, procedeu-se 3 pulverizagoes a alto volume, eg
pagadas de 7 dias, iniciando-se-as em 28/8/73. Utilizaram-se 18 plantas
por parcela e 2 repetlgoes por tratamento, 1nclu1ndo uma testemunha lo
calizada em canteiro separado. Cada preparagao inseticida recebeu 2 mL
do espalhante adesivo Novapal/litro de calda. Foram utilizados os se
guintes tratamentos: diclorves 100 CE, 0,075Z p.a.; mevinfos 24 SC;
0,036%; paratiom metilico 60 CE, 0,042%; paratiom etilico 60 CE, 0,024%;
fentoato 50 CE, 0,090%; diazinom 40 PM, 0,052%; melatiom 50 CE, 0,105%.

c) Avaliagao dos depdsitos ou residuos

Empregou-se o método analitico proposto por LAUG(1946) com algu
mas modificagoes. Do material colhido e armazenado em congelador, tomou-
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-se 50 g de folhas trituradas, procedendo-se a extracao dos toxicos com
150 ml de eter de petroleo destilado(ponto de ebuligao de 30-65°C) e
60 g de sulfato de sodio anidro, mediante homogeneizagao durante 4 minu
tos. O material resultante foi filtrado com 15 g do referido sal. Para
fins analiticos, trabalhou-se com 75 ml do f11trado, inserindo-o num
evaporador rotativo a vacuo, a temperatura de 42¥20C, até restar 5 ml
do material, aproximadamente A seguir, removia-se o solvente remanes
cente com ¢ auxilio de uma bomba de ar comprimido. Os depositos ou resi
duos dlSSOlVldOS em 5 ml de acetona destilada foram utilizados na deter
minagac biolGgica dos inseticidas. Avaliaram-se os depositos ou residu
os em amostras colhidas logo em segulda ao ultimo tratamento e com 1,
3, 7 e 14 dias., Considerou-se como depositos os niveis toxicos detecta
dos nas duas primeiras amostragens. B

Dos extratos dissolvides em acetona destilada, provenientes de
50 g de amostras testemunhas, tomou-se aliquotas a fim de verificar- se
a interferéncia dos materiais co- extraldoq nos resultados analiticos. Ve
rificou-se que uma aliquota de 0,5 ml nao provocava nenhuma Lnterferen
cia, sendo portanto considerada segura a sua utilizagao em todas as ana
lises realizadas.

Para comprovagao experimental da validade do método de bio-ana
lise empregado, submeteu-se 50 g de amostras testemunhas a extragao com
quantidades conhecidas dos inseticidas técnicos, dissolvidos em eter de
petroleo destilado.

Em todas as analises efetuadas, foram utilizadas 20 larvas do A.
aegypti no 49 instar, submersas em solugoes aquosas de 100 ml.

RESULTADOS E DISCUSSAC

As curvas dosagem x mortalidade estao representadas nas F1guras
1 a 7. 0 Quadro 1 sumaria os valores LCsp dos 1nset1c1das, equagoes de
regressao e respectivos angulos, obtidos para a populagao experimental
de larvas do 4. aegyptt. As Figuras de 8 a 11 mostram as curvas de de
gradagao de paratiom metIlico, paratiem etilico, fentoato e dlazlnom,
reSpectlvamente e no Quadro 2 observa-se um resumo das avaliagoes dos
depositos ou residuos dos inseticidas em estudo nas diversas amostragens

Para diclorves detectou-se depositos iniciais de 6, ,9e 2,8 ppm
e residuos de 2,4 ppm aos 3 dias. Nas outras amos tragens nao foram de
terminados res1duos. Nao havendo limite de tolerancia estabelecido mo
Brasil, fica impossibilitada a avaliagao do intervalo de seguranca. No
entanto, uma limpeza do extrato concorreria, provavelmente, para aumen
tar a sensibilidade do metodo analitico, fornecendo subsidios que no fu
turo possam ser utilizados nos estudos de perSLStenc1a do produto.

Mevinfos aos 3 dias ainda acusou residuos prejudiciais superio
res ao limite de tolerancia, fixado em 0,5 ppm de acordo com a resolu
gao da Comissao Permanente de Aditivos para Alimentos do Ministério da
Satde, referente ao Decreto 55.871/65. A partir de uma semana, o método
nao os detectou. Os resultados contrariam as informagoes de PIGATTI et
alii(1967), COFFIN & McKINLEY(1964), HUDDLESTON & GYRISCO(1962) e
ATKINS et alii(1961) em couve-flor, alface, alfafa e frutos de 1aranja,
respectivamente. Em face do exposto, possivelmente ocorreu uma influen
cia dos materiais co-extraidos, alterando a resposta do organismo. Ai
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sim, o extrato carece de uma limpeza rigorosa. Novas pesquisas poderiam
ser desenvolvidas atraves de métodos biologicos ou outros mais preci
sos para comprovagao dos resultados observados, pois conforme GIANNOTTI
et alii(1972), o intervalo de seguranga para mevinfos variade 1 a 3
dias e, em casos excepcionais pode atingir 14 dias. Nas condigoes do en
saio nao se pode determinar o intervalo de seguranga.

Paratiom metlllCO apresentou com 1 semana, uesxduos acima do 1i
mite de tolerancia, que & de 1 _ppm, e aos 14 dias ndo foram detectados.
Atentando-se para a F1gura 8 ve-se que & impossivel fixar-se com preci
sac o periodo de carencia, mas com boa margem de seguranga, proximo aos
14 dias, os residuos que porventura possam existir nao comprometeriam a
saude dos consumidores. GIANNOTTI et alii(1972) indicam como intervalo
de seguranga 7 a 14 dias, estando de acordo com os resultados alcanga
dos.

Residuos de paratiom etilico atingiram o limite de tolerancia
de 1 ppm aos 7 dias e no 149 dia apresentaram-se muito abaixo(Figura 9).
As observacoes indicam a colheita segura do vegetal a partir de 7 dias,
sem o perigo de intoxicagoes. SMITH et alii(1952) e COFFIN(1966) obser
varam a persistencia deste produto por 3 semanas e residuos de 0,1 ppm
apos 4 dias, respectivamente, em alface. Os dados coligidos no presen
te trabalho, concordam com GIANNOTTI et alii(1972).

Foram detectados residuos de fentoato em todas as amostragens.
Devido a inexistencia do limite de tolerancia e periodo de caréncia pa
ra o produto no Brasil, a Figura 10 nao possibilita informagoes seguras
sobre a epoca da colheita do vegetal. Segundo MONTECATINI EDISON S.p.a.
(1967), o toxico decresce rapidamente em magas e peras, atingindo 0,3
ppm apos a colheita. DE PIETRI TONELLI & BARONTINI(1962/63) avallaram
residuos inferiores a 1 ppm em magas, 1 dia apos a ultima apl1cagao.

A 51tuaqao de diazinom foi idéntica a mevinfos, apresentando re
siduos acima do limite de toler@ncia correspondente a 0,75 ppm mno 32
dia. De modo similar ndo foi possivel a fixagao do intervalo de seguran
ca. Assim, sdo validas as indicagoes sobre a limpeza de extratos, bem
como o uso de larvas de menor idade fisiologica, tendo em vista a rela
tiva sensibilidade do organismo experimental a diazinom. COFFIN &
McKINLEY(1964) determinaram residuos inferiores a 0,1 ppm deste inseti
cida em alface aos 10 dias. Os resultados observados nao podem ser com
parados com GIANNOTTI et alii(1972).

Malatiom apesar de fornecer deposito inicial de 18 ppm, na se
gunda amostragem, o nivel do toxico estava abaixo do limite de toleran
cia de 8 ppm (Figura 11). As observagoes sao comparaveis com os traba
lhos de RICHARDSON & WESTDAL(1963), COFFIN(1966) e SMITH et alii (1954)
em alface e PIGATTI & AMARAL(1960) em cogumelos crus e cozidos. Deste
modo, recomenda-se a utilizagao da hortaliga a partir do 19 dia, concor
dando com GIANNOTTI et alii(1972). -
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PORCENTABENS DE NORTALIDADE
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Curva dosagem x mortalidade de mevinfos para larvas do 49 instar de 4.

aegypti (L.)

FIGURA 2
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QUADRO 1 - Toxicidade dos inseticidas organo-fosforados e equagoes de regressao da populagao ex

perimental de larvas do 49 instar de A. aegypti. Piracicaba, Sao Paulo, Brasil, 19737

Valores LCsyg

Tangentes tri

Inseticidas (o) e Angulos Equagoes de regressao
diclorvos 0,076 7,397 82°18" ¥ =1,538 + 7,397 log 100 x
mevinfos 0,099 6,773 81°36" §=1,761 + 6,773 log 100 x
paratiom metilico 0,0054 4,780 78°11" y = 1,481 + 4,780 log 1000x
paratiom etilico 0,0137 8,719 83%27" § = 4,881 + 8,719 log 1000x
fentoato 0,0186 4,573 77%40" § =3,772 + 4,573 log 100 x
diazinom 0,227 5,421 79°33" § = 2,358 + 5,421 log 100 x
malatiom 0,185 6,337 81°02' $ = 3,039 + 6,337 log 100 x
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FIGURA B8 - Residuos de paratiom metilico em alface.
Piracicaba, Sao Paulo, Brasil, 1973.
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FIGURA 9 - Residuos de paratiom etilico em alface.

Piracicaba, Sao Paulo, Brasil, 1973.
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FIGURA 10 - Residuos de fentoato em alface. Piracica
ba, Sao Paulo, Brasil, 1973.
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FIGURA 11 - Residuos de malatiom em alface. Piraci

caba, Sao Paulo, Brasil, 1973.
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QUADRO 2 - Residuos de inseticidas organo-fosforados em alface.
Piracicaba, Sao Paulo, Brasil, 1973.

Residuos, ppm

SEStAmANES Intervalos a partir da Ultima aplicagao
logo apos 1 dia 3 dias 7 dias 14 dias
diclorvos 6,9 2,8 2,4 N.D N.D*
mevinfos 5,2 4,9 4,3 N.D N.D
paratiom metilico 29,8 18,7 4,3 1,4 N.D
paratiom etilico 20,9 9.5 2,3 3.0 0,4
fentoato 6,0 5,3 1,3 0,8 0,7
diazinom 12,0 4,4 3,2 N.D N.D
malatiom 18,0 5.1 3,3 3,0 N.D

N.D = Nao detectavel.

CONCLUSOES

1. 0 metode bioldgico empregado permite avaliar periodos de caréncia pa
ra os inseticidas paratiom etilico e malatiom em alface; -

2. Com relagao a mevlnfos, paratiom metilico e diazinom, a limpeza de
extratos € necessaria para uma maior eficiencia na determznagao dos
seus niveis residuais;

3. Para diclorvos, dependendo do futuro estabelecimento do limite de to
lerancia, o método parece nao ser indicado na estimativa dos seus re
siduos, a menos que se proceda a uma limpeza do extrato;

4, Com fentoato, o meétodo revela-se eficiente sem exigir limpeza do ex
trato, embora nao exista limite de tolerancia fixado no Brasil.
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RESUMO

Prepararam-se solugoes dos inseticidas técnicos diclorvos, me
vinfos, paratiom metilico, paratiom etilico, fentoato, diazinom e mala
tiom em acetona destilada. Submeteu-se, posteriormente, 20 larvas do
Aedes aegypti(L.) no 49 instar a concentragoes crescentes destes inseti
cidas em solugoes aquosas de 100 ml aproximadamente. As curvas dosagem
x mortalidade foram locadas a part1r das percentagens de mortalidade ob
servadas, 24 horas apos a exposigao aos toxicos, através de regressao
linear e de conformidade com 'BLISS(1935).

Foram efetuadas 3 pulverizagoes a alto volume com intervalos de
7 dias em alface. Utilizaram-se os seguintes tratamantos com suas res
pectlvas concentragoes expressas em % do principio ativo/vol para cada
apllcagao diclorvos CE 100, O 075%, mevinfos SC 24, 0,0367%; paratiom
metilico CE 60, 0,042%; paratiom etilico CE 60, 0, 0247 fentoato CE 50,
0,090%; d1321nom PM 40, 0,0527 e malatiom CE 50 0 1057

Niveis de dep051tos ou residuos foram avallados em amostras co
lhidas imediatamente apos a ultima pulverlzagao ecoml, 3, 7e l4 dias,
Foi possivel o estabelecimento dos periodos de caréncia de 1l a7 dias
para malatiom e paratiom etilico, respect1vamente. Nos casos de parati
om metilico, mevinfos e diazinom & necessario limpeza de extrato para
uma mais perfeita avaliagao dos seus residuos. Devido a inexisténcia do
limite de tolerancia para fentoato no Brasil, nao foi possivel a fixa
gao do intervalo de seguranga.
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